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0 Precede de preparation de concentre du complexe Facteur Vlll-facteur von Willebrand de la 
coagulation sanguine a partir de plasma total. 



@ L'invention concerne un precede de preparation 

d'un concentre de complexe Facteur Vlll-facteur von 

Willebrand a haute activite specifique a partir de 

plasnna total (non cryoprecipite). 

Le precede comprend une prepurification par un 

double traitement au chlorure de baryum et a I'hy- 

droxyde d'aluminium. 

Le precede comprend ensuite une purification 

par chromatographie sur resine echangeuse 

d'anions, de type DEAE-Fractogel. 

Le precede comprend une etape d'inactivation 
^ virate par un traitement au solvant-detergent. 
(V) Le precede permet egalement de recuperer du 

00 fibrinogene. de I'albumine, des immunoglobulines, 
^ de I'antithrombine III, de la fibronectine et du com- 
iQ plexe prethrombinique, a partir du meme plasma. 
T— Les differents concentres obtenus par le proce- 

^ de de invention sent destines notamment a un 
O usage therapeutique. 

Q. 
LU 
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PROCEDE DE PREPARATION DE CONCENTRE DU COMPLEXE FACTEUR VIII-FACTEUR VON WILLEBRAND 
DE LA COAGULATION SANGUINE A PARTIR DE PLASMA TOTAL. 



L'invention concerne un precede de prepara- 
tion d'un concentre du complexe Facteur VIII - 
facteur von Willebrand a haute activite specifique a 
partir du plasma sanguin total. 

Le traitement de Themophilie A par {'injection 
de Facteur VIII est couramment pratique et neces- 
site Tutilisation de preparations de haute purete, 
d'une part pour reduire les risques de contamina- 
tion viraie, d'autre part parce que les injections 
doivent etre souvent repetees et que tout exces de 
materiel contaminant pourrait declencher des reac- 
tions immunitaires indesirables et dangereuses 
pour le patient. 

Plusieurs methodes sent deja utilisees dans les 
centres industriels de traitement du plasma humain 
pour purifier le Facteur VIII. Gas methodes com- 
prennent des precipitations des proteines contami- 
nantes par divers agents chimiques. des chromato- 
graphies de tamisage moleculaire, des chromato- 
graphies d'immunoaffinite, des chromatographies 
d'echange d'ions et diverses combinaisons de ces 
differentes methodes. 

Le Facteur VIII etant present en faible quantite 
dans le plasma, le rendement des precedes de 
purification est le principal probleme a resoudre. 
En outre le Facteur VIII est une proteine instable et 
qui peut etre activee par d'autres facteurs sanguins 
or a I'etat active il perd son interet therapeutique ; 
les precedes de purification et de dosage final 
doivent done etre adaptes a ce probleme. 

La Demanderesse a deja mis au point une 
methode de purification par chromatographie 
d'echange d'ions qui a ete decrite dans ia deman- 
de de brevet frangais 88 07530 et qui permet 
d'obtenir un concentre de Facteur VIII de haute 
purete. 

Toutefois dans ce precede, comme dans ceux 
utilises par d'autres producteurs, on utilise comme 
materiau de depart une fraction cryoprecipitee du 
plasma. Cette etape de cryoprecipitation cause une 
perte de 30 a 40 % du Facteur VIII qui reste dans 
le surnageant- 

II serait done avantageux de mettre au point un 
precede de preparation a partir du plasma total non 
cryoprecipite pour limiter les pertes en Facteur VIII. 
En outre un tel precede representerait une simqlifi- 
cation tres avantageuse pour des centres de pro- 
duction mal equipes ou la cryoprecipitation peut 
etre difficile a realiser. 

C'est pourquoi la Demanderesse a mis au 
point un precede simple de purification du Facteur 
VIII a partir du plasma total qui assure I'obtention 
d'un concentre de haute purete et stable, avec un 
tres bon rendement. 



L'invention concerne done un precede de pre- 
paration d'un concentre de Facteur VIM a partir 
d'un plasma total, precede qui comprend une pre- 
puriflcatien destinee a eliminer les censtituants du 

5 complexe prothrombinique ( Facteurs II, VII, IX. X ) 
et une purification par chromatographie d'echange 
d'aniens qui, par le choix du gel et du tampon 
d'elution permet d'obtenir un concentre du com- 
plexe Facteur VIII -facteur von Willebrand de haute 

10 purete. 

Le precede permet egalement d'obtenir, apres 
une etape de purification supplementaire, des solu- 
tions purifiees des autres proteines du plasma 
comme le fibrinegene, la fibrenectine, I'albumine, 

15 les immuneglebulines et i'antithrombine III. 

Le precede a ete mis au point sur du plasma 
humain mais il est egalement applicable a un pla- 
sma d'origine animale. 

Le precede selon la presente invention permet 

20 dene d'utillser comme materiau de depart un pla- 
sma total, c'est a dire un plasma frais ou cengele 
pour sa conservation, mais non cryoprecipite. Ce 
plasma aura ete avantageusement recelte en pre- 
sence de solution anticoagulante ou de stabilisant. 

25 Classiquement on utilise un melange citrate- 
dextrose-phesphate ; tout stabilisant specifique du 
Facteur VIM pourra avantageusement y etre ajeute 
ou substitue. 

Comme solution stabilisante du plasma de de- 

30 part en utilisera avantageusement un melange 
d'heparine a 0.2 a 2 U/ml, d'EDTA a 1 a 5 mM, de 
CaCl2 1 a 10 mM, eventuellement additionne de 
glucose a une concentration comprise entre 5 et 
60 g/L 

35 Le precede selon la presente invention com- 

prend une premiere etape de prepurificatien qui 
combine une precipitation au chlorure de baryum 
et une adsorption sur gel d'hydroxyde d'aluminium. 
Le traitement au chlorure de baryum est avan- 

40 tageusement realise sur le plasma dent le pH est 
ajuste a 6,5, par addition d'une solution 1 M en 
chlorure de baryum jusqu'a obtention d'une 
concentration finale de 0,08 M, sous agitation, et 
est suivi d'une centrifugation a 5° a 10° C destinee 

45 a eliminer les proteines precipitees, puis de la 
recuperation du surnageant. Les proteines precipi- 
tees pourrent avantageusement etre recuperees 
pour la production du complexe prothrombinique 
ou de ses censtituants. 

50 Le surnageant est ensuite mis en presence de 

gel d'hydroxyde d'aluminium a 3 %, a pH 6,5. qui 
adsorbe les proteines contaminantes residuelles ; 
ce traitement est suivi d'un refroidissement a 5 a 
8°C en cryostat, d'une centrifugation ^ S'C et de 
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la recuperation du surnageant, qui est maintenu a 
5' a 8'C. 

Ce surnageant doit subir un dessalage qui peut 
etre effectue soit par ultrafiltration en presence du 
tampon d'equilibrage de la chromatographie sui- 
vante additlonne d'heparine a 0,5 a 2 U/ml, soit par 
chromatographie sur Sephadex G25 dans le meme 
tampon. 

Le precede selon ta presente invention com- 
prend ensuite une separation par chromatographie 
d'echange d'anions. La Demanderesse a deja de- 
crit dans la demande de brevet frangais 88 07530, 
les avantages qu'elle a mis en evidence d'un type 
de resine qui offre un faible pouvoir d'echange 
ionique et qui presente des pores de grande di- 
mension, ceux-ci permettant la retention de mole- 
cules de tres grande taiile. Cette retention prolon- 
gee permet I'etablissement de liaisons de caractere 
faiblement hydrophobe avec la resine et te choix 
de !a force ionique du tampon permet une desorp- 
tion selective des molecules fixees. 

Des resines de ce type sont disponibles dans 
te commerce sous I'appeHation generique Fracto- 
gel. On peut ainsi utiliser le DEAE-Fractogel 650 
(M) et le T- ou D-MAE-Fractogel (Merck). Ces 
memos resines sont actuellement disponibles sous 
une forme qualifiee par le fournisseur de "resines 
de type tentaculaire". La structure de leur matrice 
est modifiee afin d'augmenter la surface de fixation 
des charges positives ce qui peut favoriser une 
augmentation de la capacite du gel. 

Le tampon d'equilibrage de la chromatographie 
est un tampon a base de citrate de sodium et de 
chlorure de sodium, ajuste a pH 7. qui contient 
avantageusement du chlorure de calcium a une 
concentration comprise entre 0,5 et 6 mM et de la 
lysine a une concentration de I'ordre de 2 a 4 g/l et 
du glycocolle a une concentration de 8 a 11 g/l. La 
mise en oeuvre du procede comprendra des aug- 
mentations definies de cette concentration en chlo- 
rure de sodium. 

La mise en oeuvre du procede de purification 
selon I'invention comprend i'injection de la prepara- 
tion prepurifiee decrite plus haut sur la colonne de 
chromatographie. Dans les conditions definies (0,11 
M NaCl), la colonne peut fixer les molecules de 
tres grande taiile comme le complexe facteur von 
Willebrand-Facteur VIII et laisse passer dans le 
filtrat le fibrinogene, I'albumine, les immunoglobuii- 
nes. I'antithrombine III et la fibronectine. 

Selon un mode de realisation prefere de I'in- 
vention qui vise a obtenir le meilleur rendement de 
recuperation du Facteur VIII, la force ionique du 
tampon d'elution de la chromatographie est aug- 
mentee une seule fois, a 0,27 M de chlorure de 
sodium. Selon un autre mode de realisation de 
I'invention cette elution est precedee par un prela- 
vage par augmentation de la force ionique a 0.13 



M de chlorure de sodium, ce qui elimine ta fibro- 
nectine. 

Le complexe FacteurVIII-facteur von Willebrand 
desorbe et elue dans ces conditions presente une 
5 activite specifique au moins egale a 5 a 10 U/mg. 
Le rendemment global du procede est au moins 
egal a 350 U/litre de plasma initial et peut etre au 
moins egal a 500 U/litre quand le plasma initial est 
additionne du melange stabilisant decrit plus haut. 
10 En fonction de son utilisation ulterieure, cette 

solution de complexe FacteurVIII-facteur von Wille- 
brand peut encore etre soumise a une etape sup- 
plementaire de purification et particulierement de 
concentration par une nouveile chromatographie. 
15 Celle-ci pourra etre effectuee, comme la preceden- 
te, sur DEAE- ou T/D-MAE-Fractogel ou sur d'au- 
tres resines; d'autres supports comme le sulfate de 
dextran, I'amino-hexyl immobilise, I'heparine immo- 
bilisee, les resines de sulfopropyle, d'affinite ou 
20 d'immunoaffinite peuvent aussi §tre utilises. 

Cette chromatographie supplementaire est ef- 
fectuee dans te meme tampon de base que ta 
precedente. Selon un mode de realisation prefere 
de I'invention qui vise a obtenir du Facteur VIII le 
25 plus concentre possible, cette chromatographie 
supplementaire est effectuee dans les memes 
conditions que la premiere, c'est-a-dire avec une 
seule etape de desorption par augmentation de la 
force ionique du tampon a 0,27 M NaCI. Selon un 
30 autre mode de realisation de I'invention, par une 
premiere augmentation de la force ionique du tam- 
pon a 0,13 M on elimine les proteines contaminan- 
tes residuelles et par une seconde augmentation a 
0,27 M on recupere !e complexe Facteur VIII - 
35 facteur von Willebrand concentre de haute purete, 
qui presente alors une activite specifique au moins 
egale a 10 a 20 U/mg. 

Les autres proteines du premier filtrat de la 
colonne comme les immunoglobulines, I'albumine, 
40 I'antithrombine 111, le fibrinogene et ta fibronectine 
peuvent egalement etre purifiees et concentrees 
par des methodes chromatographiques classiques. 

Le procede selon la presente invention com- 
prend egalement un traitement d'inactivation virale 
45 selon une technique connue. Dans le cas ou on 
utilise un agent chimique, par exemple un traite- 
ment par solvant-detergent, il sera judicieux d'ef- 
fectuer ce traitement avant I'une quelconque des 
etapes chromatographiques pour que celle-ci assu- 
50 re I'elimination des agents d'inactivation. 

Les concentres du complexe Facteur Vlll-fac- 
teur von Willebrand et des autres proteines pla- 
smatiques obtenus par le procede decrit sont aussi 
I'objet de la presente invention. 
55 Lesdits concentres sont conditionnes selon les 

normes de la pharmacopee et peuvent etre desti- 
nes a un usage therapeutique. 

Les exemples suivants illustrent deux modes 
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de realisation de Tinvention sans toutefois en linni- 
ter la portee. 



EXEMPLE 1 

On utilise 250 nnl de plasnna frais ou congele- 
decongele a 22-25 'C, recolte en presence 
d*anticoagulant/stabilisant (citrate-dextrose-phos- 
phate, par exemple), et ajuste a un pH de 6,5 par 
de I'acide acetique. 



a) Prepurification 



On y ajoute 20 ml de chlorure de baryum 1 M 
a pH 6,5 au moyen d'une pompe peristaitique 
jusqu'a obtention d'une concentration finale de 
0.08 M. Uaddition se fait a un debit de 4 a 8 nnl 
par nninute puis le nnelange est laisse sous agita- 
tion, a tennperature ordinaire, pendant 15 minutes. 

Le melange est ensuite centrifuge a 2.700 
tours/minute pendant 20 minutes, a 8'C, puis !e 
surnageant est recupere. 

Le surnageant est ensuite adsorbe sur un gel 
d'hydroxyde d'aluminium (Alhydrogel Eurobio a 3 
% d*AI(0H)3) a raison de 2,3 g/t de plasma. Le pH 
est ajuste a 6,5 et la temperature est abalssee 
jusqu'a 5* C en cryostat. Le melange est centrifuge 
a 5'C a 2700 tours/minute pendant 20 minutes et 
le surnageant est recupere et maintenu a 5* C. 

Ce traitement permet Telimination des compo- 
sants du complexe prothrombinique (Facteurs II, 
VII, IX, X) qui peuvent etre recuperes et purifies 
selon des precedes connus. 

On obtient des resultats particutierement satis- 
faisants par !a comblnaison de ces deux traite- 
ments, alors qu'un traitement a I'alhydrogel seul ne 
permet pas d'ellminer completement la prothrombi- 
ne et les autres composants du PPSB et qu'un 
traitement au chlorure de baryum seul laisse sub- 
sister du Facteur X, de la prothombine et surtout 
du Facteur VII. 

Le surnageant recolte est dessale soit par ul- 
trafiltration en presence du tampon de la chromato- 
graphie suivante (voir plus bas) additionne de 1 
U/ml d'heparine, soit par chromatographie sur Se- 
phadex G25, dans le meme tampon, 

Un traitement d'inactivation virale classique au 
solvant-detergent est ensuite applique, pendant 6 
heures a 24° C (Cette methode de traitement a ete 
decrite dans la demande de brevet europeen n'o 
131 740). 



b) Purification par chromatographie 

Le surnageant prepurifie et dialyse est soumis 



a une etape de purification par chromatographie. 
On utilise une colonne K26/30 (Pharmacia-Uppsala- 
Suede) d'un diametre de 2,6 cm et d'une hauteur 
utile de 30 cm, remplie sur 10 cm par la resine 

5 DEAE-Fractogel-TSK 650(M) (Merck). 

Le tampon d'equiiibrage de la colonne et de 
charge de I'echantillon a la composition suivante : 
citrate de sodium 10 mM, chlorure de calcium 
1mM, glycocolle 9 g/l, lysine 3 g/l. Ce tampon est 

10 additionne de chlorure de sodium, ajuste a une 
concentration finale de 0,1 1 M et a un pH de 7. 
L'echantillon est injecte sur la colonne a un debit 
de 100 ml/h. 

La colonne est lavee avec le tampon d'equili- 

?5 brage pour eliminer les proteines non adsorbees, 
qui comprennent le fibrinogene, I'albumine, les im- 
munoglobulines, I'antithrombine III et la fibronectine 
ainsi que les agents d'inactivation virale. 

Le complexe FacteurVIII-facteur von Willebrand 

20 est ensuite desorbe par augmentation de la force 
ionique du tampon a 0,27 M de chlorure de so- 
dium. 

La solution de Facteur VIII obtenue par ce 
precede presente une activite specifique de 5 a 10 

25 Ul/mg et le rendement de la purification par rapport 
au plasma injecte sur la colonne est de 60 a 80 %. 

On observe toujours un rapport proche de 
1U/1U pour la concentration des deux facteurs VIII 
et von Willebrand, ce dernier etant exprime en 

30 unites de cofacteur de la ristocetine. 

La purete de cette solution de Facteur VIII peut 
encore etre legerement amelioree par une etape 
supplementaire de separation chromatographique 
qui permet de concentrer le produit. On utilise par 

35 exemple une seconde colonne de DEAE-Fractogel, 
dans ies memes conditions de charge que prece- 
demment, et on effectue un prelavage a 0,13 M de 
NaCI, ce qui elimine les proteines contaminantes 
residuelles- La force ionique du tampon est ensuite 

40 augmentee a 0,27 M de chlorure de sodium pour 
desorber et eluer te complexe Facteur Vlll-facteur 
von Willebrand hautement purifie et concentre. 

La deuxieme etape de concentration par chro- 
matographie peut etre remplacee par une ultrafiltra- 

45 tion. 

Selon le mode de realisation habituel de la 
presente invention, la premiere purification par ch- 
romatographie est realisee sur une resine de 
DEAE-Fractogel. Toutefois de tres bons resultats 

50 ont egalement ete obtenus avec les nouvelles resi- 
nes commercialisees par Merck, comme le TMAE- 
Fractogel (TMAE = Tri. Methyl, Amino. Ethyl) ou 
le DMAE-Fractogel (DMAE = Di-MAE), qui presen- 
tent des proprietes equivalentes a celles du DEAE- 

55 Fractogel. On peut egalement utiliser les nouvelles 
resines de type "tentaculaire" mises au point par la 
societe Merck et presentees par W. MCiller a la 
"Conference on Liquid chromatography", juin 1989. 
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EXEMPLE 2 

Un autre mode de realisation de la presente 
invention permet egalement de preparer des 
concentres de fibrinogene et de fibronectine tout 
en fournissant un Facteur Vllt-facteur von Wilie- 
brand concentre avec un rendement plus faible et 
une activite specifique legerement amelioree. 

Le precede est identique a celui de I'exemple 
1 jusqu'a I'elution du FacteurVlll-facteur von Wille- 
brand de la premiere cotonne de DEAE-Fractogel. 

Le fibrinogene, I'antithrombine III, I'albumine et 
les immunoglobulines ne sont pas retenus par la 
colonne et peuvent etre recuperes dans le filtrat. 

Le complexe Facteur Vlll-facteur von Wille- 
brand peut §tre purifie et concentre par une 
deuxieme separation chromatographique sur une 
colonne de DEAE-Fractogel, avec le tampon d'equi- 
librage a une force ionique de 0,17 M de chlorure 
de sodium pour ne pas fixer des proteines conta- 
minantes residuetles ; une augmentation de la for- 
ce ionique a 0,27 M de chlorure de sodium permet 
de desorber et eluer !e complexe Facteur Vlll- 
facteur von Willebrand. On obtient ainsi une activite 
specifique de 10 a 20 lU/mg. 

Le fibrinogene et la fibronectine peuvent ensui- 
te etre purifies et concentres, selon des methodes 
chromatographiques connues, pour donner des so- 
lutions d'une qualite conforme pour un usage the- 
rapeutique et qui ont ete decrites dans la demande 
de brevet frangais n" 88 07530. 

Les autres proteines du plasma peuvent etre 
purifiees-concentres selon des methodes classi- 
ques de fractionnement. 

EXEMPLE 3 

On peut encore ameliorer le rendement de la 
purification en stabilisant le plasma de depart, des 
sa decongelation a 25" C, par I'addition du melan- 
ge suivant : 
heparine 1 U/ml 
EDTA 2 mM, soit 0,74 g/l 
chlorure de calcium 6 mM, soit 0,67 g/l 

On peut encore ajouter a ce melange du gluco- 
se a une concentration comprise entre 5 et 60 g/L 

Le pH est ensuite abaisse a 6,5 par I'addition 
d'acide acetique. 

Les etapes de purifications sont ensuite appli- 
quees comme dans I'exemple 1 ou 2. 

Dans ces conditions, le rendement global du 
precede de purification est au-moins egal a 500 U 
de FVIII:C/litre de plasma initial. 

Ceci correspond a une recuperation globale de 



55 a 65% de I'activite de Facteur VIII pour une 
activite specifique comprise entre 10 et 30 unites 
de FVIII:G/mg de proteine. 

5 

Revendications 

1 . - Precede de preparation d'un concentre de Fac- 
teur Vlll-facteur von Willebrand stable et a haute 

10 activite specifique caracterise en ce qu'on soumet 
un plasma total a une prepurification par un double 
traitement au chlorure de baryum et a Thydroxyde 
d'aluminium et a une purification par chromatogra- 
phie sur un gel echangeur d'anions permettant la 

75 retention de molecules de tres grande taille. 

2. - Precede selon la revendication 1 caracterise en 
ce que le plasma total est un plasma frais ou 
congele. 

3 - Precede selon la revendication 1 ou 2 caracteri- 
20 se en ce que le plasma est additionne d'un melan- 
ge stabilisant comprenant de I'heparine a 0,2 a 2 
U/ml, de I'EDTA a 1 a 5 mM et du CaCl2 a 1 a 10 
mM. 

4 - Precede selon la revendication 3, caracterise en 
25 ce que le melange stabilisant comprend, en outre 

du glucose a une concentration comprise entre 5 
et 60 g/l. 

5 - Precede selon I'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 4 caracterise en ce que la prepurification 

30 comprend : 

a) une precipitation au chlorure de baryum sui- 
vie d'une centrifugation et de la recuperation du 
surnageant, 

b) une adsorption sur gel d'hydroxyde d'alumi- 
35 nium suivie d'une centrifugation a froid et de la 

recuperation du surnageant, 

c) un traitement de dessalage. 

6- Precede selon la revendication 5 caracterise en 
ce que la precipitation au chlorure de baryum est 
40 effectuee par addition d'une solution de chlorure de 
baryum 1 M a pH6.5, sous agitation, et est suivie 
d'une centrifugation a 5 a 10' C et de la recupera- 
tion du surnageant. 

7.- Precede selon la revendication 5 ou 6 caracteri- 
45 se en ce que I'adsorption sur gel d'hydroxyde 
d'aluminium est realisee avec un gel a 3%, a un 
pH de 6,5 et est suivie d'un refroidissement rapide 
a 5' C, d'une centrifugation a 5* C et de la recupe- 
ration du surnageant. 
50 8.- Precede selon I'une quelconque des revendica- 
tions 5 a 7 caracterise en ce que le traitement de 
dessalage est effectue par ultrafiltration en presen- 
ce du tampon d'equllibrage de la chromatographie 
suivante. additionne d'heparine. 
55 9.- Precede selon I'une quelconque des revendica- 
tions 5 a 7 caracterise en ce que le traitement de 
dessalage est effectue par chromatographie sur 
colonne de Sephadex G 25, en tampon d'equilibra- 
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ge de la chromatographie suivante, additionne 
d'heparine. 

10 - Precede salon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 9 caracterise en ce que le surnageant 

du plasnna ayant subi une prepurification est injecte s 
sur une colonne de chromatographie renfernnant un 
gel echangeur d'anions qui n'exclut pas les mole- 
cules de tres grande taille et laisse passer dans le 
filtrat le fibrinogene, t'albumine, les immunoglobull- 
nes, rantithrombine III et la fibronectine. /c 

1 1 - Precede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 10 caracterise en ce que le gel de 
chromatographie est un gel de type polymere viny- 
lique greffe de groupements de type DEAE ou T- 

ou D-MAE. ;5 

12. - Precede selon la revendication 11 caracterise 
en ce que le gel de polymere est du Fractogel. 

13. - Precede selon Tune quelconque des revendi- 
catiens 10 a 12 caracterise en ce que le tampon 
d'equilibrage de la chromatographie est un tampon 20 
a base de citrate de sodium et de chlorure de 
calcium, qui contient du glycecolle et de la lysine, 

qui est additionne de chlorure de sodium 0,11 M et 
est ajuste a pH 7. 

14. - Precede selon la revendication 13 caracterise 25 
en ce que le tampon contient Sail g/i de glyce- 
colle et 2 a 4 g/l de lysine. 

15. - Precede selon I'une quelconque des revendi- 
cations 10 a 14 caracterise en ce que la force 
ionique du tampon est augmentee a 0,27 M de 30 
chlorure de sodium pour desorber le cemplexe 
Facteur Vlll-facteur von Willebrand de la colonne 

de chromatographie. 

16. - Precede selon I'une quelconque des revendi- 
cations 10 a 14 caracterise en ce que la force 35 
ionique du tampon est augmentee a 0,13 M de 
chlorure de sodium ce qui elimine la fibronectine 

puis a 0,27 M de chlorure de sodium pour desor- 
ber le cemplexe Facteur Vlll-facteur von Willebrand 
de la colonne de chromatographie. 40 
17 - Precede selon Tune quelconque des revendi- 
catiens 1 a 16 caracterise en ce que le cemplexe 
Facteur Vlll-facteur von Willebrand deserbe de la 
colonne de chromatographie est soumis a une eta- 
pe supplementaire de purification-concentration par 45 
chomatographie. 

18.- Precede selon I'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 17 caracterise en ce que la chromato- 
graphie supplementaire est effectuee sur une resi- 
ne echangeuse d'ions choisie parmi le DEAE- ou 50 
T/D-MAE-Fractogel. I'amino-hexyl immobilise, I'he- 
parine immobillsee, le sulfate de dextran, le suite- * 
prepyle. ou sur resine d'affinite ou d'immunoaffini- 
te. 

19 - Precede selon la revendication 17 ou 18 55 
caracterise en ce que la chromatographie supple- 
mentaire est effectuee en tampon ajuste a 0.11 M 
de chlorure de sodium et comprend 2 augmenta- 



tions successives de la force ionique a 0,13 M puis 
a 0,27 M. 

20. - Precede selon la revendication 17 ou 18 ca- 
racterise en ce que la chromatographie supplemen- 
taire est effectuee en tampon ajuste a 0,17 M de 
chlorure de sodium et comprend une seule aug- 
mentation de la force ionique a 0,27 M. 

21. - Precede selon I'une quelconque des revendi- 
catiens 1 a 14 caracterise en ce que les proteines 
du filtrat de la chromatographie selon la revendica- 
tion 10, sent soumises a une etape supplementaire 
de purification-concentration, 

22. - Precede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 21 caracterise en ce qu'on effectue un 
traitement ciassique d'inactivation virale par 
selvant-detergent avant I'une quelconque des eta- 
pes de chromatographie. 

23. - Concentre de cemplexe Facteur Vlll-facteur 
von Willebrand caracterise en ce qu'il est obtenu 
par un precede selon I'une quelconque des reven- 
dicatiens 1 a 22. 

24. - Concentres de proteines derivees du plasma 
caracterises en ce qu'ils sent obtenus par un pre- 
cede selon I'une quelconque des revendications 1 
a 1 4 et 21 ou 22. 

25. - Concentres selon la revendication 23 ou 24 
caracterises en ce qu'ils sont conditionnes pour un 
usage therapeutique. 
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